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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者の作出した筋幹細胞を可視化できるマウスを用いて、筋幹細胞の
維持機構を明らかにすることを目的とした。Pax7の標的因子として新規に同定したTob1が、筋幹細胞の未分化維
持に重要な因子であることが分かった。また、Tob1の働きを抑制したマウスでは細胞増殖能が亢進し、筋再生が
促進することを突き止めた。以上により、筋幹細胞の増殖能を保つ上で、Tob1の働きが必要であることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanism of muscle stem cell
 maintenance using mice that can visualize muscle stem cells generated by the applicant. Tob1, which
 was newly identified as a target factor of Pax7, was found to be an important factor for the 
maintenance of undifferentiated muscle stem cells. We also found that inhibition of Tob1 enhanced 
cell proliferative capacity and promoted muscle regeneration in mice. These findings suggest that 
Tob1 is required for the maintenance of proliferative potential of muscle stem cells.

研究分野：骨格筋生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
正常な骨格筋機能を維持するためには筋幹細胞の働きは欠かせない。筋幹細胞では、Pax7という転写因子が特異
的に発現している。筋幹細胞においてPax7遺伝子欠損させると、筋幹細胞を維持できないことが報告されてお
り、幹細胞維持に必須の因子である。しかし、Pax7を介してどのようなメカニズムで筋幹細胞が維持されている
のかは知られていない。本研究は、従来知られていなかったPax7の調節因子を新規に明らかにした。筋幹細胞を
維持するためにはPax7の発現機構の理解は重要であり、本研究を手掛かりに更なる研究の発展が必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会をむかえた我が国では、サルコペニアに代表する筋萎縮の予防は重要な課題であ

る。近年、加齢による筋萎縮の原因として、筋幹細胞数の減少による再生能の低下が指摘されて

いる。筋幹細胞の数はプロテアソーム系をはじめとする緻密な制御機構により調節されており、

例えば加齢などに伴ってこれらが破綻すると、サルコペニアなどにつながると予想される。その

ため、骨格筋機能を保持するためには、いかに筋幹細胞を維持するかが重要であると考えられる。

しかし、これまでに筋幹細胞の生体内での性質の解析は困難であったことからも、筋幹細胞の維

持機構については不明な点が多い。本研究は、Pax7-YFP ノックインマウスを用いて筋幹細胞の

維持機構を明らかにし、骨格筋再生の一端を解明することをめざす。 

 

２．研究の目的 

筋幹細胞では、Pax7という転写因子が特異的に発現している。筋幹細胞において Pax7遺伝子

欠損させると、筋幹細胞を維持できないことが報告されている(Nature 2005; JCB 2006)。しかし、

Pax7を介してどのようなメカニズムで筋幹細胞が維持されているのかは不明である。申請者は、

筋幹細胞をマーキングできる Pax7YFPマウスを新たに作

出し(図)、Pax7が Tob1(transducer of ErbB-2.1)により筋幹

細胞性を維持していることを見出した。そこで、本研究

では筋幹細胞の維持機構において Pax7 の介する Tob1 の

働きを明らかにし、筋再生の分子メカニズムを解明する

ことが、本研究課題の核心である。本研究の目的は、申請

者の作出した筋幹細胞をマーキングできるマウスを用い

て、筋幹細胞の維持機構の一端を明らかにすることであ

る。 

 

３．研究の方法 

筋幹細胞では、Pax7 という転写因子が特異的に発現している。筋幹細胞の動態を詳細に調べ

るために、Pax7 の最終エクソンのストップコドンを削って、YFP を挿入した Pax7-YFP ノック

インマウスを作出した。当該マウスを用いて、筋幹細胞の維持機構を調べる中で、下記の研究成

果を得た。 

 

４．研究成果 

(1). Pax7の新規標的遺伝子の網羅解析 

Pax7が標的にしている遺伝子を探索するために、ChIP-seq解析(図；クロマチン免疫沈降)を行

った。Pax7-YFPノックインマウスから骨格筋を酵素処理し、筋幹細胞を FACS（細胞分取装置）

により単離した。得られた筋幹細胞から GFP 抗体

を用いて免疫沈降を行い、DNA精製後に GFP抗体

と結合のあった DNA 領域を特定した。エンリッチ

されている領域に関して、転写開始地点から±2kbp

の領域を調べたところ、1067遺伝子を特定した。特

定された領域に関して、モチーフ解析を行ったとこ



ろ、先行研究で株化筋細胞の ChIP-seq 解析を行っていた報告とモチーフ配列が類似していたた

め、本研究データの妥当性が確認できた。 

 

(2). RNA代謝に関連する Tob1遺伝子の同定 

上記の ChIP-seq 解析により特定した 1067 遺伝子から Pax7 調節に関わる因子の絞り込みを行

った。候補遺伝子で GO解析を行い、RNA代謝に関わる遺伝子群を抽出した。Pax7は筋幹細胞

の休止期から活性化期で発現が減少することが分かっているため、RNA 代謝に関わる遺伝子か

ら休止期において活性化期より遺伝子発現が高い遺伝子を注目したところ Tob1遺伝子が抽出さ

れた。筋幹細胞を対象に Pax7との関連を調べるために、筋幹細胞において Pax7を過剰発現させ

ると、Tob1発現が有意に増加した。さらに Pax7の過剰発現系によってレポーターアッセイを行

ったところ、Tob1 のプロモーター領域に Pax7 が結合することを確認した。以上の結果により

Pax7の調節因子として Tob1遺伝子を同定し、さらに機能解析を進めることとした。 

 

(3). Tob1遺伝子の細胞周期の解析 

筋幹細胞における Tob1遺伝子の機能解析を進めるために Tob1遺伝子欠損（Tob1 KO）マウス

を導入し、解析した。Tob1 KOマウス由来の筋幹細胞を単離し、EdUを用いて増殖能を調べた。

その結果、Tob1 KO マウス由来の筋幹細胞ではコントロールと比較して細胞増殖能が有意に増

加していることが分かった。また、細胞周期に関連す

る Cyclin D1の発現が、Tob1 KOマウス由来の筋幹細

胞において亢進していた。 

逆に、筋幹細胞においてTob1を過剰発現させると、

Pax7発現が増加し、EdU陽性細胞が有意に減少した

（図）。このことから、Tob1は Pax7と関連して筋幹

細胞の幹細胞性を保つ(筋幹細胞の数を保つ)ことに

関与していることを示唆した。 

 

(4). 筋再生への影響 

上記の結果をもとに、Tob1 KOマウスを用いて筋再生実験を行った。まず初めに Tob1 KOマ

ウスの定常状態を調べたところ、コントロールマウスと比較して筋幹細胞の数には有意な差は

認められなかった。筋幹細胞の数に差はなかったため筋再生実験を試みたところ、再生 7日目の

筋切片を作製し Laminin染色を行い筋横断面積の定量を行った。Tob1 KOマウスはコントロール

マウスと比較して、筋横断面積が大きいことが分かった。これにより、Tob1 KOマウスは筋再生

が早いのではないかと考え、再生初期である再生 3日目の筋切片を作成し、eMyHC染色で定量

した。それにより、Tob1 KOマウスはコントロールマウスに比べて、eMyHCのタンパク量が有

意に多かった。以上により、Tob1 遺伝子は骨格筋の再生時において、筋再生を促す機能を担っ

ていることを示した。 

以上により、Pax7の標的因子として新規に同定した Tob1が、筋幹細胞の未分化維持に重要な

因子であり、Tob1 KO マウスでは細胞増殖因子の抑制により筋再生を促進することを突き止め

た。本研究は、これまでに知られていなかった Pax7の調節因子を新規に明らかにした。筋幹細

胞を維持するためには Pax7の発現機構は重要であり、本研究を手掛かりに更なる研究の発展が

必要である。 
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